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摘要 合成 生物 学 作为 新 近 迅 速 发 展 的 交叉 学 科 ， 已 在 生物 医药 、 能 源 、 新 材料 等 领域 展现 越 来 越 广泛 的 应 用 潜 
力 。 合 成 基因 组 学 作为 合成 生物 学 的 重要 研究 方向 ， 着 重 于 新 生命 体系 的 从 头 设计 与 合成 ， 其 以 DNA 合成、 拼装 
和 和 转移 等 核心 技术 为 支撑 。 文 章 对 当前 基因 组 合成 相关 技术 进行 了 阐述 ， 以 系统 了 解 该 技术 体系 中 存在 的 问题 ， 


便于 寻找 突破 点 ， 把 握 发 展 契 机 。 
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随 着 测序 技术 的 发 展 及 测序 成 本 的 降低 ， 越 来 越 
多 物种 的 基因 组 被 测序 ， 人 类 对 生物 基因 组 的 测序 “ 读 
取 ” 取 得 了 空前 的 突破 。 而 随 着 DNA 合成 技术 及 基因 编 
辑 技术 的 发 展 ， 人 类 “编写 ”生物 基因 组 也 逐渐 成 为 现 
实 。 基 因 组 的 编辑 ， 甚 至 全 基因 组 的 重 设 计 与 合成 ， 一 
方面 可 以 作为 研究 手段 探索 基因 的 功能 ,促进 功能 基因 
组 学 的 发 展 ; 另 一 方面 则 可 以 获得 新 的 生命 体 用 于 疾病 
治疗 、 药 物 生 产 等 ， 服 务 人 类 。 全 基因 组 的 从 头 合成 作 
为 当前 合成 生物 学 研究 的 热点 之 一 ， 其 涉及 基因 组 的 从 
头 设 计 、 构 建 和 功能 表征 等 ， 属 于 自 下 而 上 的 生物 学 研 
究 策 略 。 新 生命 体系 的 从 头 设计 与 合成 不 仅 需要 合成 组 
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成 基因 组 的 小 片段 DNA 片段 ， 还 需要 通过 后 续 的 组 装 与 
拼接 获取 完整 的 合成 基因 组 ， 随 后 还 涉及 合成 基因 组 往 
宿主 细胞 的 转移 及 功能 分 析 。DNA 合成 及 基因 组 拼装 、 
转移 技术 是 合成 基因 组 学 万 至 整个 合成 生物 学 领域 的 核 
心 技术 体系 ， 其 突破 将 极 大 地 推动 合成 生物 学 的 发 展 。 


1 DNA 合 成 技术 


DNA 合成 技术 是 合成 基因 组 学 ， 力 至 现代 分 子 生物 
学 的 根基 。PCR ( 聚合 酶 链 式 反应 ) 或 者 酶 切 手段 只 局 
限于 获得 自然 界 已 有 的 DNA 片段 ， 而 DNA 的 从 头 合成 
则 可 以 通过 Oligo ( SESEPCHE BE ) 的 拼接 获得 人 工 设计 
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的 特定 DNA 片段 。 如 何 提 高 Oligo 合成 的 长 度 和 效率 、 法 的 作用 条 件 温和 ， 对 DNA 的 损伤 较 少 ， 有 助 于 准确 性 
降低 合成 成 本 是 后 续 进行 大 规模 基因 组 合成 的 关键 突破 ”的 提高 ， 同 时 减少 了 副 产 物 的 产生 ， 可 实现 更 长 Oligo 的 
点 。 根 据 合成 原理 ， 目 前 Oligo 的 合成 方法 可 分 为 已 经 成 ” 合成 "。 然 而 ， 酶 促 法 的 发 展 缓慢 ， 至 今 未 能 实现 商业 


熟 并 商业 化 的 化 学 法 和 正在 研发 中 的 酶 促 合 成 法 。 AEP, HS Jensen fll Davis" 对 DNA 酶 促 从 头 合成 发 展 
1.1 化 学 法 的 总 结 ， 末 端 脱 氧 核 形 酰 转 移 酶 (TdT ) 介 导 的 酶 促 合 


Oligo 的 化 学 合成 研究 始 于 20 世纪 50 FR, 成 法 是 较 好 的 选择 ， 但 还 需要 更 进一步 优化 。TdT 介 导 
Michelson 和 Todd 首次 报道 采用 磷酸 二 酯 法 实 DNA 合成 技术 开发 中 首先 需要 解决 单个 dNTP 添加 后 
WS EXE ZERGA S 20 世纪 80 ER, 的 终止 效率 及 末端 重新 活化 的 问题 。 近 期 ，Palluk 等 " 提 
Beaucage 和 Caruthers" 开发 了 基于 亚 磷 酰 胺 的 DNA 合成 ” ”出 了 一 种 解决 方案 ,他 们 将 dNTP 通 过 可 光 诱 导 剪 切 的 连 
法 ， 也 是 今天 Oligo 自动 化 生产 所 采用 的 主要 方法 。 该 ” 接 子 与 TdT 连接， 所 得 dNTP-TdT 复 合 物 可 在 10 一 20s 的 
方法 包括 去 保护 、 偶 联 、 加 帽 ( 可 选 ) 及 氧化 4 个 步骤 ”时 间 完 成 DNA 链 的 延伸 ， 而 且 可 以 重复 进行 ， 实 现 特 
(图 1) 。 由 于 随 着 链 延 长 所 带 来 的 化 学 反应 效率 、 合 EDNA 链 的 合成 。 该 方法 将 为 具有 实际 应 用 价值 的 酶 
成 纯度 以 及 产 率 的 下 降 ， 目 前 该 方法 合成 的 Oligo 长 度 一 。” 促 DNA 合成 法 的 开发 打下 基础 。 

般 不 超过 200 个 核 车 酸 (nt) 。 为 了 提高 通 量 ， 从 20 世 
纪 90 年代 开始 发 展 起 来 的 基于 微 阵列 芯片 的 DNA 合成 策 2 合成 DNA 拼 装 技术 


略 , 使 得 合成 成 本 降低 了 若干 个 数量 级 申 。 然 而 由 于 芯片 受 当前 合成 技术 的 限制 ， 目 标 基 因 组 只 能 以 短 
特有 的 不 均一 性 及 边缘 效应 等 原因 ， 相 较 于 柱 法 合成 ， HO B: amca 


芯片 法 合成 在 长 度 、 准 确 性 方面 均 有 所 下 降 。 为 了 增加 diis d i 
芯片 合成 的 精确 度 ，2010 4F Kosuri 等 四 和 Matzas 等 中 分 别 

采用 不 同 的 技术 策略 ， 从 各 异 的 茧 片 产物 中 挑选 出 正确 。 “ UT Sub HE TIS 
合成 的 寡 核 音 酸 原料 。Kosuri 采用 了 多 重 PCR 策略 ， 选 

择 性 扩 增 目的 寡 核 苷 酸 片段 ， 结 合 酶 促 纠 错 等 方法 ， 可 


GP Í 
oO. O 
p nc ^" `p 
(A/T/C/G) N( iPr ) 
以 合成 长 度 超过 200nt REPERIO, KAT EAM B=: m 


和 更 高 精度 的 合成 ; Matzas 等 则 是 借助 454 测序 仪 ， a 
Jc EIE Pee rh Pe TE SA SH ay, PAR he DMTO ej mh o á fenem 
些 产 物 进行 大 量 扩 增 ， 从 而 使 得 样品 的 错误 率 降低 到 基 
本 可 以 忽略 1。 2 
1.2 酶 促 从 头 合成 法 Bao 
目前 亚 磷 酰胺 法 是 商业 化 Oligo 合 成 的 主流 方法 ， 但 
其 合成 的 长 度 限 制 在 200 nt 左右 ,而且 合成 过 程 中 亦 会 
大 量 使 用 有 毒化 学 试剂 中 。 由 于 在 合成 准确 性 及 不 需要 使 图 1 国 相 亚 磷 酰 胺 法 从 头 合成 寒 聚 核 昔 酸 链 的 4 步 反 应 
这 4 步 反 应 包括 : (1) 去 保护 。 酸 催化 去 除 DMT (— P AXE EX 
用 毒性 化 合 物 等 方面 的 潜在 优势 ， 酶 促 合成 方法 受到 了 BPA) 基 团 ， 以 便 下 一 轮 碱 基 (dA、dC、dG fo dT) 添加 。 (2) 
碱 基 偶 联 。 将 含有 DMT 保护 基 团 护 的 亚 磷 酰胺 通过 四 唑 活化 剂 加 
越 来 越 多 的 关注 。 酶 促 法 从 头 合 成 寡 聚 核 苷 酸 的 提出 至 到 未 保护 的 5'OH 末端 。 (3) 加 帽 。 将 游离 的 5'OH 乙酰 化 ， 以 防 


. 、 下 进一步 的 链 延伸 所 造成 的 单 碱 基 缺失 。 (4) 氧化 。 通 过 碘 液 将 
少 可 以 追溯 到 20 世纪 60 年 代 5 9。 与 化 学 法 相 比 ， 酶 促 LIGA FUCA, BAAR LIER 
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完成 连接 的 DNA 片 段 
E 
i | 的 交 
酶 切 & 连 接 
E A 
图 2 基于 不 同 工 具 酶 的 胞 外 DNA ZUR 
(a) 基于 DNA 聚合 酶 的 PCR 组 装 法 ; (b) KF Xbal 和 Spel F 
尾 酶 的 BioBrick 组 装 法 ; (c) 基于 BsaI 限 制 性 内 切 酶 的 Golden 
Gate 组 装 法 ; (d) 基于 5' 核酸 外 切 酶 、DNA 聚合 酶 及 连接 酶 的 
Gibson 组 装 法 
链 Oligo 的 形式 得 以 从 头 合成 ,依赖 后 续 的 逐步 拼接 才能 
获得 。 根 据 原理 区 别 ， 以 下 对 现 有 的 DNA 拼接 技术 进行 
了 分 类 总 结 。 
2.1 胞 外 组 装 


根据 组 装 片 段 的 大 小 、 序 列 特 性 、 是 否 接 受 额外 
序列 残留 等 ， 目 前 有 众多 的 策略 可 以 采用 。 而 众多 体 
外 DNA 组 装 技术 的 共同 点 在 于 均 需 要 工具 酶 的 使 用 ， 以 
实现 DNA 链 的 切割 、 单 链 黏 性 末端 的 产生 、 双 链 连 接 及 
缺口 的 补 齐 等 。 本 文 根 据 所 用 工具 酶 体系 的 不 同 将 其 归 
为 5 类 。 
(1) 基于 DNA 聚 合 酶 的 策略 。 该 方法 首先 合成 有 互 
补 配对 重合 区 的 Oligo， 利 用 PCR 扩 增 的 原理 ， 可 以 对 有 
HAD HE XA) Oligo 进行 延伸 连接 获得 小 DNA 片段 ， 然 
后 小 DNA Jr EEUU E PCR 的 方式 进行 逐步 连接 获得 目 
的 DNA 片段 ， 以 其 作为 模板 ,进一步 PCR 扩 增 可 以 大 
量 获 得 目的 片段 (图 2a) 。 此 方法 (polymerase cycling 
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assembly, PCA ) 无 须 依赖 额外 的 DNA 连接 酶 ， 直 接 从 
人 工 合成 的 Oligo 开始 组 装 ， 操 作 简单 、 快 速 。Stemmer 
等 中 曾 用 此 法 实现 基因 及 质粒 的 一 步 拼 装 。Smith 等 … 则 
通过 增加 Tag 连接 酶 的 步 又 用 此 法 合成 了 @X174 噬菌体 
的 基因 组 。 

(2) 基于 同 尾 酶 的 BioBrick 法 和 BesglBrick 法 。 同 尾 
酶 是 识别 不 同 的 DNA 序列 但 是 能 切 出 相同 黏 性 未 端的 一 
类 限制 性 内 切 酶 ， 比 如 Xbal 和 SpeI， 但 其 切 开 的 未 端 相 
互 连 接 后 不 会 再 形成 原 酶 切 位 点 。 利 用 这 种 “ 单 向 ”的 
连接 特性 ， 可 设计 多 轮 连接 以 实现 DNA 片段 组 装 。 根 据 
此 原理 设计 的 BioBrick ( 生物 积 块 ) 法 号 (图 2b ) 可 用 
于 合成 生物 学 中 相关 元 件 的 标准 化 组 装 ， 但 因 其 连接 处 
会 留 下 能 编码 终止 密码 子 的 痕迹 序列 ， 故 不 适用 于 融合 
蛋白 的 组 装 。 为 此 Anderson ^5 A BglII 和 BamHI £t 
代 Xbal 和 Spel， 其 切割 末端 连接 后 产生 的 痕迹 序列 可 以 
编码 对 大 多 数 融 合 蛋 白 无 影响 的 “甘氨酸 -丝氨酸 ”连接 
肽 ， 此 策略 命名 为 Bg1Brick 法 。 

(3) 基于 IIS 型 限制 性 内 切 酶 的 策略 。BioBrick 和 
BglBrick 法 虽然 可 以 实现 高 效率 的 基因 部 件 组 装 ， 但 是 其 
无 法 避免 引入 额外 的 痕迹 序列 。 除 了 同 尾 酶 ， 限 制 性 内 
切 酶 中 还 存在 一 类 IIS 型 限制 性 内 切 酶 ， 其 识别 位 点 和 切 
割 位 点 不 在 同一 个 位 置 ， 因 此 可 以 根据 需要 放置 内 切 酶 
的 识别 位 点 ， 以 产生 所 需 的 黏 性 末端 ， 用 于 多 片段 的 无 
颖 连接 。2008 年 ，Engler 等 1 根据 此 原理 设计 了 Golden 
Gate 拼接 法 ， 其 可 在 一 个 反应 体系 里 面 实 现 多 片段 的 高 
效 无 颖 连接 ( 图 2c ) 。 笔 者 实验 室 在 Golden Gate 拼接 
法 的 基础 上 ,设计 了 YeastFab" 和 EcoExpress"" 两 个 组 
装 系 统 ， 用 于 工程 细胞 的 代谢 通路 优化 和 和 蛋白 表达 ， 可 
达 90% 以 上 的 DNA 拼装 效率 。 

(4) 基于 多 工具 酶 联合 体系 。 无 论 是 基于 同 尾 酶 
还 是 IIS 型 限制 性 内 切 酶 的 连接 法 ， 由 于 其 产生 的 黏 
性 末端 碱 基数 有 限 ， 难 以 支持 更 大 片段 的 连接 。 实 际 
上 ， 体 外 的 DNA Hr Beet, Hoy by aS CE AE Be LK 
EPERFA o J FB AB Or I HE AS Ak 
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的 缺陷 ，Gibson 等 "直接 放弃 限制 性 内 切 酶 ， 采 用 5' 核 
酸 外 切 酶 ， 联 合 DNA RAMAK DNA 连接 酶 ， 开 发 
了 Gibson 组 装 法 (图 2d ) 。 此 方法 一 方面 可 以 实现 无 颖 
连接 ， 没 有 痕迹 序列 的 残留 ; 另 一 方面 其 能 连接 获得 的 
片段 大 小 可 达 几 百 kb ( TRAX) ， 大 大 提高 DNA 体外 
组 装 所 能 达到 的 量 级 。 

(5) DNA 元 件 的 标准 化 设计 。 为 了 最 大 化 的 降低 
XI DNA 片段 的 重新 合成 ， 提 高 对 已 有 DNA 片段 的 利 
用 率 ， 合 成 生物 学 的 一 个 重要 研究 方向 是 推进 合成 片 
段 (生物 元 件 ) 的 标准 化 。 上 述 提 及 的 BioBrick 就 是 
标准 化 的 实现 形式 之 一 ， 是 合成 生物 学 领域 最 早 建立 
的 DNA 标 准 化 组 装 方法 。 但 是 BioBrick 法 在 被 连接 的 元 
件 之 间 留 下 的 痕迹 不 利于 蛋白 元 件 的 组 装 。Bsg1Brick 法 
就 是 为 解决 BioBrick 的 缺陷 而 产生 的 标准 化 策略 。 我 
王 金 课题 组 用 归 位 内 切 酶 代替 常规 的 工 型 限制 性 内 切 
酶 建立 了 iBrick 标准 "小 ， 同 时 基于 CRISPR/Cpfl 技术 开 
发 了 C-Brick 拼接 标准 "”。 基 于 IIS 型 限制 性 内 切 酶 的 
Golden Gate 标 准 ， 包 括 MoClo"" 和 GoldenBraid 2.07", th, 
能 通过 统一 的 方式 进行 元 件 的 组 装 。 针 对 Golden Gate 等 
标准 的 不 足 ， 王 金 课题 组 建立 了 MASTER 连接 法 "以 实 
现 更 大 片段 的 无 颖 克隆 。 此 外 ， 还 有 与 iBirck 标准 类 似 
的 HVAS 法 局， 与 MASTER 类 似 的 GreenGate 法 中 等 。 不 
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内 进行 组 装 。 酵 母 作为 常用 的 DNA 重组 宿主 , 其 高 效 的 
同 源 重 组 性 能 早 在 40 多 年 前 就 已 被 发 掘 ”。1991 年 ， 
Silverman 等 "报道 酵母 可 以 实现 长 达 2 Mb 的 人 工 染 色 
体 组 装 。 而 2010 年 ，Gibson 等 9" 报道 合成 世界 上 第 一 个 
人 造 生命 体 ， 其 长 达 1. Mb 的 合成 基因 组 也 是 由 酵母 拼 
装 获得 。 借 助 于 酵母 强大 的 同 源 重组 能 力 ，Sc2.0 项目 
(酵母 基因 组 合成 计划 ) ”利用 SwAP-m 的 方法 实现 了 
天 然 染色 体 的 置换 ， 获 得 完全 合成 的 人 工 染 色 体 一” 。 
2018 年 8 月 ，Shao 等 所 报道 其 将 酿酒 酵母 16 条 染色 体 合 
并 为 1 条 长 度 达 11.8 Mb 的 染色 体 ， 并 获得 有 正常 功能 的 
单 染色 体 酵母 菌株 。 带 有 1 条 染色 体 的 酵母 ， 可 作为 一 
个 新 的 研究 平台 ,增进 我 们 对 染色 体重 组 、 复 制 和 分 离 
机 制 的 解析 ， 上 有 具 有 重要 的 意义 。 此 外 ， 该 研究 的 结果 也 
说 明 酿 酒 酵母 对 染色 体 长 度 人 尺 人 的 容忍 度 (至 少 可 以 长 
达 12Mb ) ， 这 为 利用 酵母 构建 高 等 生物 的 超 长 染色 体 提 
供 了 理论 依据 ， 有 利于 后 续 GP-write 项 目 ( 基因 组 编写 
计划 ) 的 开展 。 


3 合成 染色 体 转移 技术 

由 于 需要 进行 基因 组 合成 的 生物 体 本 身 存在 生长 速 
度 慢 ，DNA 重组 能 力 不 足 ， 或 者 转化 效率 低 等 问题 ， 
难以 直接 在 目标 细胞 中 进行 基因 组 的 拼装 。 这 也 是 为 何 


同 的 实验 室 如 果 都 按照 上 述 的 方式 对 生物 元 件 进行 标准 
化 ， 将 能 促进 生物 元 件 的 流通 和 共享 ， 提 高 复杂 生命 系 
统合 成 的 效率 。 
2.2 胞 内 组 装 

尽管 体外 拼装 的 片段 大 小 可 达 几 百 kb, 但 是 所 得 
的 量 往往 不 足以 进行 后 续 实 验 ， 需 要 使 用 大 肠 杆菌 等 进 
行 扩 增 。 对 于 Mb ( 百 万 碱 基 对 ) 级 别 的 体外 组 装 尚未 
见报 道 ， 即 使 假设 能 体外 组 装 成 功 ， 可 能 也 无 法 导入 到 
大 肠 杆 菌 内 进行 扩 增 。 而 枯草 芽孢 杆菌 、 酵 母 及 工程 改 
造 的 部 分 细菌 ( 超 表 达 T4 DNA 连接 酶 或 整合 入 Red 重 
组 酶 ) 等 微生物 本 身 就 可 以 介 导 DNA. 的 胞 内 重组 连接 
中 ， 可 直接 将 需要 组 装 的 DNA 片段 导入 这 些 宿主 细胞 


n 


要 使 用 大 肠 杆 菌 或 者 酵母 等 微生物 进行 拼装 的 原因 。 随 
着 合成 基因 组 学 从 低 等 生物 向 高 等 生物 的 拓展 ， 除 了 
更 大 合成 染色 体 拼装 带 来 的 挑战 ， 超 大 染色 体 的 转移 
也 将 是 一 项 艰巨 的 任务 。 相 关 报 道 显 示 ， 阳 离子 脂 质 和 
聚合 物 中 、 显 微 注射 路 、 微 细胞 法 ( microcell-mediated 
chromosome transfer, MMCT ) 都 可 以 介 导 Mb 级别 的 
染色 体 转移 。 此 外 ， 电 转化 也 是 经 常用 于 细胞 系 及 原 
代 细 胞 的 转 染 方法 ， 尤 其 能 胜任 对 脂 质 体 转 染 法 等 有 
抵抗 性 的 细胞 的 转 当 扩 。 在 细菌 方面 ， 电 转化 可 介 导 超 
过 700kb AY BAC fijfe fp", 3&7, — (PEG) 介 导 的 
裸 DNA 转移 法 也 是 常用 的 DNA FRYL, Gibson 等 "成 
功利 用 此 法 将 丝 状 支原体 长 达 1.1 Mb 的 人 工 合成 染色 体 
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移植 到 山羊 支原体 受 体 细胞 ， 获 得 人 类 史上 首 个 人 工 合 
成 的 生 合体。 然而， 阳离子 聚合 物 、PEG 等 基于 化 合 物 
的 转 染 方法 ， 显 微 注射 、 电 转化 等 物理 操作 ， 以 及 微细 
胞 介 导 的 转 染 方法 均 有 其 局 限 性 。 

PEG 除了 可 以 直接 介 导 裸 DNA 的 转业 ， 还 可 以 通 
过 诱导 细胞 融合 实现 间接 转 染 ， 即 PEG 介 导 的 细胞 融合 
法 。 例 如 ，PEG 可 以 介 导 酵母 原生 质 体 球 与 哺乳 动物 细 
胞 的 融合 ， 从 而 将 位 于 酵母 细胞 的 酵母 着 丝 粒 质 粒 转移 
到 受 体 细胞 。 细 胞 融合 可 以 绕 开 受 体 细胞 膜 的 阻碍 ， 直 
接 将 载体 送 入 胞 奖 ， 但 是 受 体 细胞 核 核 膜 依然 是 一 个 屏 
障 ， 因 此 此 法 也 面临 效率 低 的 问题 中。Brown UH, 
将 受 体 细胞 同步 化 至 M 期 ( 有丝分裂 期 ) ， 此 时 的 细胞 
核 膜 和 骨架 正 处 于 重 塑 状 态 ， 有 望 提 高 转移 的 效率 。 实 
验证 据 表 明 ， 利 用 同步 化 到 有 丝 分 裂 期 的 哺乳 动物 细胞 
进行 膜 融合 转移 ， 效 率 可 以 提高 近 300 倍 ， 且 不 受 被 转 
移 载 体 大 小 的 影响 所 。PEG 介 导 的 细胞 融合 法 可 直接 利 
用 酵母 系统 进行 Mb 级 别 的 合成 染色 体 体 内 组 装 ， 因 此 
不 需要 载体 的 分 离 纯化 ， 可 以 避免 载体 受到 剪 切 力 的 损 
伤 ， 并 且 其 效率 受 转 移 DNA 大 小 的 限制 不 大 。 基 于 以 上 
优点 ， 对 此 法 进行 改良 来 进一步 提高 其 转移 效率 将 更 能 
满足 越 来 越 高 的 合成 染色 体 移植 要 求 。 


4 野生 型 基因 组 清除 技术 


合成 生物 学 目前 尚未 能 完全 从 头 合 成 一 个 完整 的 细 
胞 结构 ， 只 能 借用 已 有 的 宿主 细胞 。 为 获得 只 含有 人 工 
合成 基因 组 的 生命 体 ， 需 要 采取 一 定 的 策略 将 野生 型 染 
色 体 清除 。 
41 基于 负 筛 选 的 染色 体 清除 策略 

即使 在 人 工 染色 体 已 经 植 入 宿主 细胞 并 能 发 挥 功 
能 的 情况 下 ， 对 应 内 源 染 色 体 在 自然 状态 下 丢失 的 概 
率 依 旧 极 低 ， 需 要 通过 筛选 才 有 可 能 获得 这 类 细胞 。Li 
等 “ 曾 报道 用 正 负 筛选 联合 的 策略 成 功 去 除 21 三 体 综合 
征 患 者 诱导 多 功能 干细胞 (iPSCs ) 中 的 一 条 21 号 染色 
体 ， 使 其 核 型 恢复 正常 。 他 们 把 一 个 同时 编码 负 筛选 标 
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记 和 正 筛选 标记 的 双 功 能 融合 基因 殴 入 到 21 号 染色 体 ; 
通过 正 筛 选 获得 融合 基因 整合 的 细胞 株 ， 并 从 中 进一步 
筛选 获得 融合 基因 单 拷贝 的 细胞 株 ; 接着 在 无 正 得 选 药 
物 的 条 件 下 培养 ， 产 生 携带 融合 基因 的 染色 体 丢 失 的 细 
胞 。 由 于 负 筛 选 基因 能 将 无 毒 的 负 筛 药物 转化 成 有 毒 的 
物质 ， 进 而 把 宿主 细胞 杀 死 ， 故 可 以 通过 负 筛 选 富 集 获 
得 一 条 21 号 染色 体 丢失 的 细胞 株 。 通 过 正 负 筛 选 策略 进 
行 合成 染色 体 转 移 后 的 内 源 染 色 体 的 清除 ， 需 要 依赖 于 
首先 将 正 负 筛 选 融 合 基因 插 人 指定 的 内 源 染色 体 。 近 年 
来 ， 基 因 编 辑 技术 的 飞速 发 展 有 望 进一步 提升 该 策略 的 
效率 。 
4.2 CretoxP 介 导 的 染色 体 清 除 

Cre 是 一 种 重组 酶 ， 能 识别 DNA 上 的 loxP 位 点 ， 
并 能 根据 两 个 loxP 位 点 的 排列 方向 将 其 之 间 的 DNA Hr 
段 进行 删除 、 倒 置 等 。 此 方法 也 可 用 于 内 源 染 色 体 的 
清除 。 通 过 与 鼠 胚 胎 干 细胞 (ESCs) 融合 ， 人 成 体 细 
胞 细胞 核 可 以 被 重 编程 ， 获 得 多 能 性 ， 但 需要 在 重 编 
程 后 将 ESC 来 源 的 相关 染色 体 清 除 。 为 达到 此 目的 ， 
Matsumura 等 ”设计 了 一 个 基于 Cre-loxP 重组 系统 的 策 
略 一 一 CEC (chromosome elimination cassette) 。CEC 的 
中 部 携带 一 个 荧光 报告 基因 和 一 个 抗 药 筛选 标记 ， 其 两 
端 分 别 加 入 一 个 JoxP 位 点 ， 二 者 相向 排列 。Cre 介 导 的 姐 
妹 染色 体重 组 ， 可 以 产生 双 着 丝 粒 染色 体 和 无 着 丝 粒 染 
色 体 ， 此 类 异常 染色 体 可 在 细胞 分 裂 中 被 清除 。 然 而 ， 
与 基于 正 负 筛 选 融合 基因 的 策略 类 似 ， 都 需要 事先 对 目 
标 当 色 体 进行 相关 基因 的 敲 人 操作。 
4.3 CRISPR/Cas9 介 导 的 染色 体 清 除 

CRISPR/Cas9 是 基于 细菌 II 型 CRISPR/Cas 免疫 
防御 系统 开发 的 基因 编辑 技术 "!， 由 于 其 操作 简单 ， 
并 能 高 效 介 导 精确 的 基因 获 除 、 敲 入 等 而 被 广泛 用 于 
各 物种 的 基因 编辑 研究 。 鉴 于 上 述 方法 的 复杂 和 低 效 
性 ，Zuo 等 9 尝试 将 CRISPR/Cas9 技术 用 于 染色 体 的 
靶 向 清除 。CRISPR/Cas9 系统 包括 两 个 核心 部 件 ， 本 
身 无 靶 向 性 的 Caso 核酸 内 切 酶 以 及 引导 Caso BEAT AE 
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向 切割 的 引导 RNA (single guided RNA, sgRNA) ， 
Cas9 和 sgRNA 结合 ， 以 复合 物 的 形式 在 特定 位 置 切断 双 
链 DNA。 他 们 发 现 通过 多 个 位 点 的 CRISPR/Cas9 HE Y 
割 ， 细 胞 系 、 胚 胎 和 体内 组 织 的 性 染色 体 ， 以 及 肿瘤 细 
胞 等 的 常 染色 体能 被 选择 性 清除 。 这 个 方法 可 为 特定 染 
色 体 缺失 动物 模型 的 构建 ， 以 及 相关 人 类 遗传 病 的 治疗 
提供 新 的 策略 下， 也 是 合成 基因 组 学 中 内 源 染 色 体 靶 向 
清除 的 潜在 技术 手段。 


5 结语 


当前 ， 全 基因 组 合成 已 经 在 病毒 及 细菌 上 获得 成 
功 ， 首 个 全 人 工 合成 的 真 核 生 物 一 一 Sc2.0 也 已 经 接近 完 
成 ， 对 于 更 高 等 生物 的 全 基因 组 合成 也 已 经 提 上 日 程 。 
然而 ， 由 于 基因 组 极其 庞大 ， 要 实现 这 些 基因 组 的 合成 
将 依赖 于 上 述 各 项 技术 的 突破 以 及 新 技术 的 出 现 。 

获得 自然 界 不 存在 的 基因 组 ，DNA 合成 是 目前 唯 
一 的 手段 ; 对 于 庞大 基因 组 的 合成 需要 更 高 效率 、 更 
高 精度 的 DNA 合成 技术 ， 同 时 需要 进一步 降低 合成 成 
本 。 与 化 学 法 相 比 ，DNA 的 酶 促 合 成 有 着 诸多 优势 ， 但 
是 距离 商业 化 应 用 尚 需 时 日 。 在 大 基因 组 的 设计 与 合成 
中 ， 如 果 可 以 直接 使 用 自然 界 存 在 的 DNA 片段 ， 可 以 节 
省 DNA 合成 的 成 本 ,但 同样 需要 相应 的 技术 支撑 。 常 规 
长 度 的 DNA 片段 可 以 通过 PCR 或 者 酶 切 等 方式 获取 ， 
但 对 于 超大 片段 ， 这 些 策略 难以 胜任 。CRISPR/Cas9 技 
术 的 出 现 使 得 直接 从 天 然 基因 组 中 特异 切割 获取 大 片 
段 DNA 成 为 可 能 。 例 如 ， 我 国清 华 大 学 朱 听 和 中 国 科 
学 院 微生物 研究 所 类 春 波 等 就 联合 开发 了 基于 CRISPR/ 
Cas9 和 Gibson 组 装 的 克隆 策略 ， 可 获得 长 达 150 kb 的 
DNA f Be"), 

在 合成 基因 组 拼装 方面 ， 酵 母 由 于 本 身 具 备 很 强 
的 DNA 重组 能 力 ， 是 合成 基因 组 学 的 重要 分 子 操作 工 
具 ， 而 对 于 未 来 超大 基因 组 的 合成 ， 醇 母 能 否 胜任 需要 
我 们 探讨 验证 。 此 外 ,合成 基因 组 的 分 离 提 取 ， 转 移 技 
术 都 会 随 着 目的 基因 组 的 增 大 而 面临 效率 减低 ， 其 至 
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不 适用 等 问题 ， 新 型 技术 吸 竺 开发。 野生 型 基因 组 的 
清除 是 获得 完整 基因 组 合成 生物 体 必 经 步骤 ，CRISPR/ 
Cas9 技术 有 望 胜任 超大 内 源 基因 组 的 清除 ， 但 对 于 内 源 
基因 组 不 同 的 位 点 ， 其 切割 效率 可 能 不 一 致 ， 可 能 需要 
优化 筛选 另外， 技术 本 身 存在 的 脱 靶 效应 可 能 会 作用 
于 植 和 的 合成 基因 组 ， 这 些 问题 都 需要 在 基因 组 设计 阶 
段 予 以 考虑 。 

当前 ， 我 国 在 合成 生物 学 领域 已 经 取得 一 定 的 成 
就 ， 尤 其 在 Sc2.0 计划 上 ， 我 国 科学 家 作出 了 重大 贡献 。 
作为 新 兴 交 叉 学 科 ， 除 了 基本 技术 体系 ， 合 成 生物 学 的 
发 展 还 面临 其 他 众多 技术 难题 ， 这 也 是 我 们 产 出 原创 性 
成 果 、 培 养 交叉 型 人 才 的 机 遇 。 
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Abstract As an interdisciplinary subject between biology and engineering, synthetic biology has shown more and more applications in the 
fields of biomedicine, energy, new material, etc. Synthetic genomics focusing on de novo design and synthesis of new life system is one of 
the major directions in synthetic biology which relies on serial techniques including DNA synthesis, assembly, transplantation, etc. Here, we 
summary the current developments on technologies in genome synthesis, which aims to deepen the comprehension of the technique systems 
and shed light to the future development in this field. 
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